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雪山 豆 凝集 素 红细胞 凝集 成 分 的 纯化 
THA 


(江苏 省 肿瘤 防治 研究 所 ， 南 京 ) 


摘要 ”雪山 豆 凝 集 素 (SML) 经 SP-Sephadex C-50 和 磷酸 纤维 素 离 子 交 换 层 析 分 离 红 血球 
凝集 成 分 。 聚 丙烯 酰 胶 凝 胶 电泳 分 析 和 红血球 凝集 试验 为 一 不 均一 成 分 。 其 中 卫 :-SML 有 两 
条 迁移 较 快 的 蛋白 带 ， 红 细胞 凝集 效 价 是 SML 的 64 倍 ， 是 L-SML 的 512 倍 。 该 法 制备 的 红 细 
胞 凝集 成 分 具有 高 的 产量 和 纯度 。 
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凝集 素 是 除 酶 和 抗体 之 外 又 一 类 具有 识别 功能 的 蛋白 质 ， 能 选择 性 地 与 特异 糖 基 专 
一 结合 。 因 此 ， 它 与 互补 的 多 糖 ， 糖 蛋 日 或 糖 脂 形 成 沉淀 ， 并 使 红细胞 、 癌 变 细 胞 、 细 
菌 竺 凝聚。 近年 来 。 随 着 蛋白 质 分 析 技 术 的 提高 ， 人 们 对 凝集 素 的 结构 、 物 化 性 质 和 应 
用 有 了 和 较 广泛 的 了 解 ， 已 成 为 生物 化 学 、 细 胞 生物 学 、 免 疫 学 以 及 肿瘤 诊断 中 一 类 有 用 
的 生化 试剂 "1，2 3]。 | 

Allen% C33 ği Kornfeld 45€ 424-50] fj CM-Sephadex C-50, Sephadex G-150 MSE 
Sephadex、 磷 酸 纤维 素 柱 ， 将 PHA 分 成 L-PHA 30E-PHA, DUE Leavitt 4 C52 4E Hl: 
和 层 析 纯化 ， 再 用 >F->ephadex C-50 阳 离子 交换 剂 进 一 步 将 PHA 分 成 L-，L,E,-， 
LE 一 LB- 和 Es-PHA 五 种 亚 成 分 ， 其 中 L-PHA 是 均一 成 分 , ， 具 有 低 的 红细胞 凝集 活 
Wh, E-PHA 为 不 均一 成 份 ， 对 红细胞 有 高 的 凝集 活性 。 已 报道 雪山 豆 凝 集 素 是 从 雪山 
Xj (Phaseolus sp.) 中 提取 的 具有 不 同 生物 学 活性 的 混合 蛋白 质 ， 用 Sephadex G-150 
或 亲 和 层 析 ， 均 可 得 到 红细胞 凝集 率 纯 品 ， 且 >ML 具 有 比 PHA、ConA 更 高 的 促 淋 巴 细 
胞 转化 率 和 细胞 分 裂 比 率 (6]。 聚 丙 燃 酰胺 凝 胶 电 泳 分 析 ，SML 和 了 PHA 蛋白 带 型 类 似 
(图 3 ) 。 可 见 两 者 不 但 存在 差异 ， 也 有 类 似 之 处 。 为 了 有 效 的 利用 祖国 资源 ， 本 文 参 
HiKornfeld 和 Leavitt 等 方法 ， 探 讨 用 SP-Sephadex C-50 和 磷酸 纤维 素 离子 交换 层 析 ， 
从 SML 中 分 离 红血球 凝集 成 分 。 根 据 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 析 和 红细胞 凝集 试验 ， 获 得 
了 几 种 红细胞 凝集 素 活性 高 的 成 分 。 


材料 和 方法 


SP-Sephadex C-50 离 子 交换 层 析 5 克 SP-Sephadex C-50 (Pharmacia) 膨胀 后 装 
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RE (1.6x 20 cm), 0.05M KPB pH 4.53Efüj, Ell XERETR E (四 川 省 生化 试剂 二 三 ) 

500 mg 溶解 于 10 ml 0.15M NaCl 溶液 中 ， 并 对 平衡 缓冲 液 透 析 ， 离心 ， 上 清 液 (As80) 

261 O. D./10 ml， 加 到 柱 上 ， 用 100 ml 平衡 液 洗 脱 ， 流 速 12 mj/h。 收集 无 活性 部 分 
CN_-SML)， 接 着 用 0.05M KPB pH 5.6, 0.05M KPB pH 8.0， 和 0.05M KPB pH 
3.0—0.188M NaCl 顺序 洗 脱 L-SML，E-SML， 和 Es-SML 部 分 ， 每 管 收集 4 ml, 

A， 测 蛋白 ， 收 集 各 峰 ， 除 E-SML 部 分 用 0.02M KPB pH 5.03& 9r), HR EE 
起 水 透析 ， 素 乙 二 醇 (PEG MW =20,000) 浓 缩 至 10 一 20 mg/ml, 一 20°C 保 存 。 

磷酸 纤维 素 离 子 交换 层 析 HØRTE (中 科 院 生物 物理 所 生化 厂 ) 酸 碱 处 理 后 装 
kk (1.6x20 cm)，0.02M KPB pH 5.0 缓 冲 液 平衡 ， 将 经 平衡 的 E-SML (71.4 O. 
万 .加 到 柱 上 ， 先 用 10 ml 0.02M KPB pH 5.0]t, SX Js w 用 0.02M KPB pH 5.0— 
0.2M KPB pH 8.044120 ml 梯度 洗 脱 ， 流 速 12 ml/h, 4É 4 ml, Azo 测 蛋 白 并 同 
时 测 电导 值 ， 出 现 T1、 工 、 下 三 个 蜂 ， 分 别 收 集 ， 对 生理 盐水 透析 ，PEG PK 缩 成 10 一 
20 mg/ml, HRF, - 20°C 保 存 。 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 (PAGE) 用 Reisfeld CTI P - 丙 氨 酸 -乙酸 经 冲 系 oW, TK 
龙 翔 [8 叙述 的 垂直 平板 PAGE 方法， 丙烯 酰胺 浓度 7 75, 样品 液 加 入 等 体积 40% 芒 糖 
仿 1 % 甲 基 绿 示 踪 染料 ， 电 压 200V，2.5 小 时 (15°0) 。 50.019625 H Mp 56 ZR z7 
2594 Pj R10 96 vk zo RR XI Co 33 (404) 9p, BRI GI RT AE A K E Ee 

凝集 试验 ”紫外 法 测定 蛋白 质 浓 度 ， 用 生理 盐 术 配 成 0.1mg/ml, 兔 红细胞 经 戊 二 
醛 固 定 C9]，1 % 胰 酶 致 敏 [10 4 °C 保存 。 用 V 型 血 凝 板 检测 。 将 待 测 凝集 素 作 2 倍 递减 


以 红细胞 聚集 在 小 孔 尖 底部 成 点 状 者 为 “- ”， 孔 尖 底 成 均匀 片 层 或 中 空 者 为 ”十 ， 以 
星 “+” 的 最 后 一 孔 的 稀释 度 为 凝集 素 的 凝集 效 价 。 
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SML 混合物 经 SP-Sephadex C-50 离 子 交换 层 析 , 阶段 洗 脱 , 分 成 N-5ML， L-SML, 
E-SML 和 E,-SML 四 个 部 分 (图 1 )。 回 收 率 分 别 为 31.6%，20.7%，27.4% 和 0.7%。 

E-SML 经 磷酸 纤维 素 离 子 交 换 层 析 ， 梯 度 洗 脱 得 了 (E.-SML)， I(E:SML), E 
(E,-SML) 三 个 洗 脱 蜂 (图 2 ) 。 同 收 率 分 别 为 13,.2%，63.5%，8.0%。 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 分 析 〈 图 3 ) 和 红血球 凝集 试验 〈 表 1) : SML 和 PHA 电 沪 
图 型 类 似 ，SML 主 要 分 成 A、B 、C、D、 忆 五 条 可 分 辨 的 蛋 日 带 〈 图 3 : 1, 25 
但 红细胞 凝集 活性 PHA 较 高 (1:60 , N-SML EAERI, TERR, 偏 阳极 (图 
3 : 3 ) 。pH 5.6 洗 脱 部 分 红细胞 凝集 活性 很 低 ， 迁 移 稍 快 于 N-SML， 仍 偏 阳 极 ， 可 
能 与 L-PHA 相 当 ， 故 称 L-SML (图 3 : 4) , E-SML (图 3 : 5) 是 不 均一 成 分 ， 主 
要 有 C、D、E 三 条 区 带 ， 凝 集 效 价 1:1024， 相 当 PE-PHAR 0.05M KPB pH 
3.0—0.188M NaCl 洗 脱 部 分 为 E,-SML， 主 要 有 DD 带 (图 3 : 9), REER H 
稳定 ，E-SML 经 磷酸 纤维 素 层 析 ， 分 成 三 个 蜂 ， 从 洗 脱 图 型 看 ， 工 蜂 (E,-SML) 似乎 
由 两 个 蜂 组 成 ， 有 C 、D 两 条 带 〈 图 3 : 7) ， 迁 移 较 快 ， 凝 集 活 性 是 SML 的 64 售 、 


1 期 
L-SML 的 512 售 。P,-SML (图 3 : 6) HACE, XEÉAXDEFL-SML, E,-SML (H 
3:8) EBRI, HERUBMEGE,-, E-SMLÆRS, (HE,-SML 4*C gH, WAX 
失 活性 。 
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图 1 SML 混 合 物 SP-Sephadex C-50 离 子 交 换 层 析 图 2  E-SML 混合 成 分 磷酸 纤维 这 离子 交换 层 术 
Fig. 1 SP-Sephadex C-50 ion exchange chroma- Fig. 2 Phosphocellulose ion exchange chroma- 
tography of SML mix. The eluted proteins were tography of E-SML mix. 


combined and concentrated as indicated (=). 


图 3 凝集 素 聚 再 烯 酰胺 凝 胶 电泳 

Fig. 3 Polyacrylamide gel electrophoresis of Lectins 
1. PHA (27 ug); 2. SML (51.8 Hg); 3. N-SML 
(6.2 ug); 4. L-SML (17.3 Hg); 5. E-SML (19.6 
ug, 6. E;,-SML (9.6 ug), 7. E;-SML (15 ug); 
3. E3-SML (4.6 ng), 9. E4-SML (5.9 ug). IElec- 
trophoresis was from the anode (top) toward cathode 
(bottom). 





表 1  SML 红 血球 同 功 凝 集 素 凝 集 活性 的 比较 


Table 1 Comparison of SML isolectin erythroagglutinin activities 











SP-Sephadex C-50 Phosphocellulose* 
UU NL E-SML E,-SML E,-SML E;-SML E, -SMI 
Protein (Q.D) —— 38 ^ E a ua 3. OY 
Yield (94) 31.0 — 20.7 — 27.4 0.7 13.2 63.5 — 8.0 
um 1:32 0 1:4 1:1024 1:1024 1:1024 — 1:2048 1:1024 
Purification fold 1 32 32 32 — 64 32 


PAGE (bands) Ås B.C, D,E A B C, D,E D C (s D E 
* Sample (E-SML):71.4 O. D, | 
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AI EDRACR ECRIRE AURA, TRA. PUREE UAAC, D, E= 
条 带 之 一 的 各 组 分 ， 均 具有 较 高 的 凝集 活性 ， 它 们 可 能 为 同 功 凝 集 素 。 














我 们 兽 采 用 区 ornfcld 分 离 E-PHA 的 方法 ，0.066M KPB pH 4,.5 洗 脱 N-5ML, 
0.066M KPB pH 6.0 洗 脱 L-SML， 然后 按 Leavitt 法 梯度 洗 脱 留 在 SP-Sephadex C-50 柱 
上 的 E-SML 部 分 ， 出 现 很 低 的 E-SML 三 个 蜂 ， 回 收 率 分 别 为 7.4%，2.8%，3.0%， 其 
混合 成 分 凝集 活性 最 高 。 如 用 0.05M KPB pH4.5 一 0.05M KPB pH 8.0 含 0.188M 
NaCl 梯 度 洗 脱 ，L-SML 在 pH 5.5 时 就 被 洗 脱 出 来 。 可 见 用 0.066M KPB pH 6.0M 
1L-SML 时 有 一 部 分 E-SML 被 同时 洗 出 。 而 曾 仲 硅 叙述 的 方法 ， 得 到 的 纯 品 ， 可 能 相当 
于 本 文 的 E,-SML 部 分 ， 虽 然 纯 度 高 ， 但 含量 较 低 ， 且 活性 并 不 是 最 高 的 。 我 们 改变 了 
洗 脱 条 件 ， 获 得 红细胞 同 功 凝集 素 ， 得 率 分 别 为 E1-SML 3.696, E,-5ML 17.476, 
E,-SML 2.196, E,-SML 0.7%。 其 中 E,-SML 凝 集 活性 最 高 。 

图 3 和 表 1 表明 ，L-SML 偏 阳极 ， 凝 集 活性 较 低 。 纯 化 的 红细胞 凝集 素 各 成 分 凝 
集 活性 较 高 ， 偏 阴极 ， 这 与 Allen 和 Leavitt 等 纯化 的 PHA 亚 成 分 性 质 基本 一 致 ， 但 他 们 
用 高 赴 浓 度 洗 脱 部 分 凝集 活性 最 强 ， 得 率 也 较 高 ， 在 我 们 的 实验 中 ， 该 部 分 不 但 得 率 
低 ， 且 凝集 效 价 没有 Es-SML 混 合成 分 高 ， 这 可 能 是 由 于 SML 和 PHA 存在 种 属 差异 。 

聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 析 ， 纯 化 的 红细胞 凝集 成 分 与 N-，L-SMEL 之 间 未 发 现 互相 
污染 的 蛋 和 白带 ， 而 且 与 ML 开始 物质 比较 ， 亦 未 发 现 新 带 ， 说 明 在 分 离 纯 化 中 ， 未 见 蛋 
白质 变性 ， 而 且 经 三 次 重复 实验 ， 洗 脱 图 型 类 似 。 | | | 
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PURIFICATION OF ERYTHROAGGLUTININ 
COMPONENTS FROM SNOW MOUNTAIN BEAN LECTIN 


Ding Bangyu 


(Jiangsu Institute for Cancer Research, Nanjing) 


Abstract  Erythroagglutinin components (E,-SML) arc purified from Snow 
Mountain Bean Lectin (SML) by ion exchange chromatography on SP-Sephadex 
C-50 and Phosphocellulose column, "They are monitored by polyacrylamide gcl 
clectrophoresis analysis and hemagglutinating assays, The cathodal proteins (E, 
-5ML) are potent hemagglutinins with hemagglutination titers 84 and 512 times 
more potent than SML and L-SML respectively, The methods we used can 
separate active components of erythroagglutinin lectin in large yield and high 
purity, | | 
Key words Snow mountain bean lectin; Erythroagglutinin 


